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(54) Zellvolumenregullerte humane Kinase h-sgk 

(57) Die voriiegende Erffndung betrifft die Ktonie- 
rung und Ctarakterisierung einer human en 
Serin/Threonin-Kinase (h-6gfc serum and glucocorti- 
coid dependent kinase). Werterrrin betrifft die Erf Mung 
Reagenzien for de Diagnostic von Zustfinden, die rrA 
einer Anderung des Zetfvdumens und/oder des 
"macromolecular crowdings" im KOrper einhergehen, 
wie betspietewetse Hypernatrifimie, Hyponatriamie, 
Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz, HyperkataboGs- 
mus, hepatische Encephalopathies EntzOndungen und 
mikrobielle Oder viraie Infektionen. Die vorCegende 
Emndung betrifft auBerdem Aiznemriittei, enthaltend die 
h-sgk, NuWeinsfluren, weiche for die h-sgk kodieren 
Oder Rezeptoren, insbesondere Antikflrper, die spezi- 
ftech an die h-sgk binden. 
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Beschrdbung 

Die voriiegende Erfindung betrffft die Klonierung 
und Charakterisierung einer human en Serin/Threonin- 
Kinase (h-sgk: serum and glucocorticoid dependent 
kinase). Weiterhin betrifft die Erfindung Reagenzien for 
die Diagnostik von Zustflnden, die mrt einer Anderung 
des ZeUvdumens und/oder des "rnacromoiecular crow- 
dings" im KOrper einhergehen, wie be$spieteweise 
Hypematriarnie, Hyponatriflmie, Diabetes melfitus, Nie- 
reninsuffizienz, Hyperkatabdismus, hepatische Ence- 
phatopathie, Entzflndungen und mikrobidle oder virale 
Infektionen. Die voriiegende Erfindung betrifft auBer- 
dem 1 Arzndrnrttel, enthaltend die h-sgk, NuMdnsauren, 
wetehe fur die h-sgk kodieren oder Rezeptoren, ins- 
besondere AntikOrper, 2 spezifisch an de h-sgk bin- 
den. 

Selbst bei konstanter extrazellularer Osmolaritftt tst 
die Konstanz des Zeilvoiumens stdnrfg durch Transport 
Qber Zellmembranen und zeUuiaren Metabdismus, dJi. 
Bildung und Abbau osmotisch aktiver Substanzen 
gefahrdet. 

Zellschwellung und -schrunpfung storen das intra- 
zeltulare Milieu durch Verdunnung bzw. Kbnzentrierung 
von zelluiaren MakromdekOlen. die zu massiver Beetn- 
tmchtigung der zelluiaren Funktionen fOhren . Daher 
haben Zellen eine VietzahJ von Zdlvdumen-regiiieren- 
den Mechanismen entwickeft Zellschwellung fOhrt in 
den metsten Geweben zu einer zelluiaren Abgabe von 
Ion en durch Aktivierung von lonenkanalen und KQ- 
Cotransport Zeflschrunpfung fOhxt umgekehrt zu zellu- 
Iflrer Aufnahme von fonen durch Aktivierung des 
NaCI/KCI-Cotransporters und NaWHt-Auslauschers. 

Daruberninaus stimuJiert Zeflschr u n p fung die zet- 
Itdare Akkumuiierung und ZeJtechweJIung de zeJIulare 
Abgabe von Osmolyten, MolekOlen, de spezteil zur 
Erzeugung intrazeliuiarer Osmdaritat dngesetzt war- 
den [Burg, M. B. Am. J. Physid. 268:F983-F996, 1995). 

SchlieBlich beemflussen Anderungen des Leber- 
zdtvdumens hepatozdlul&ren Stoffwechsd und Gen- 
expression [Haussinger et al. (1994) Am. J. Physid. 
267, E343-E355J. Zeflschwdlung wirkt wie ein anabdes 
Signal, das Protein- und Qytogensynthese stimuOert 
sowie Protein- und Gykogenabbau hemmt Umgekehrt 
wirkt Zellschrumpfung als katabdes Signal, indem es 
den Abbau von Glykogen und Protetnen fordert und den 
Aufbau von Proteinen und Glykogen hemmt [Haussin- 
ger el al. (1994) Am. J. Physid. 267, E343-E355]. 

Das Zelivdumen wurde als entschekJendes Ele- 
ment in der Regulation des Leberzdlstoffwechsels 
durch Hormone, zdiul&re Aminosdure-Aufnahme und 
oxidativen Stress ertannt 

Die Signairnecharusmen. die die Zefrfunktion an die 
Anderungen des zelluiaren Hydratationszustandes kop- 
pdn, sind weitgehend unbekannt Anderungen des Zdl- 
vdumens erzieJen ihre vielfdltigen Wirkungen auf de 
Zdrfunktion z.T. durch Stimulation oder UnterdrQckung 
der Expression bestimmter Gene, deren Produkte dann 



die Expression oder AktivH&t einer Vidzahl von Zefl- 
tomponenten beetnf lussen. Urn Gene aufzudecken, die 
bei Zellschwellung vermehrt exprimiert warden, fQhrten 
wir einen differentieiien mRNA fingerprinting Assay an 

5 cDNAs aus Hepatocyten durch, de entweder tsotoner 
Oder anisotoner extrazellularer ROsstgkeit ausgesetzt 
word en waren. Dabd wurden mehrere Banden erhal- 
ten, de bei Verwendung unterschtediicher Primer cDffe- 
rentieile Expressionsraten aufwiesen. 

10 Es wurde Qberraschenderweise gefunden, daB die 
Expression einer deser Banden unter hypertonen 
Bedngungen stimufiert und unter hypotonen Bedingun- 
gen gehemrnt wurde. Die cDNA-Sequenz dieser in 
besonderer Wetse durch Zdrvdumen&nderungen in 

15 ihrer Expression beetrrfluBten Bande, wurde genauer 
analysieri Durch Sequenzvergleich wurde gefunden, 
daB keine Ahnlichkeit zu irgendetnem bererts bekann- 
ten menschlichen Gen gegeben isL Das gefundene 
Gen, dessen NuHeotidsequenz in Fig. 1 dargestdlt 

putative Serin-Threoninkinasa Ihre Sequenz ist in Fig. 
2 sowie in Fig. 1 dargesteirt Sie ist hoch-homdog zur 
bererts bekannten Ratten-sgk (serum and glucocorti- 
coid dependent kinase), einer Kinase, deren Expres- 

25 sion durch Serum und Glucocorticoide gesteigert wind. 
Eine Zellvdumenabhangigkeft der Ratten-sgk ist bisher 
jedoch rdcht beschrieben. 

Die voriiegende Erfindung betrifft fdglich eine 
humane zdlvolumenregufierte Kinase (h-sgk), sowie 

30 Verfahren zu Bver gentechnischen HersteOung. 

Die Expression der h-sgk ist in hohem Mafie vom 
Zelivdumen abhangig. Zellschwellung hemmt die 
Expression der h-sgk, wahrend Zellschrumpfung die 
Expression der h-sgk stimufiert DarOberhinaus wird die 

35 Expression der h-sgk durch Harnstoff gehemrnt Harn- 
stoff bedrrtrflchtigt wie Zdrvdumeridnderungen de Sta- 
btlrtat und damrt die Funktion zeflularer Protdne, bzw. 
die Packungsdichte der zelluiaren Makromdekflle, das 
sog. macromdecular crowding [Minton, A.P.,Md. Cell. 

40 Biochem. 55: 1 19-140, 1983]. Die h-sgk-Expression ist 
daher dn MaB fQr das zdlulftre jnacromdecular crow- 
ding". Die Transskription der h-sgk wird jedoch, im 
Gegensatz zur Ratten-sgk, weder durch Cortcoide 
noch durch fotales Kalberserum (FCS) beeinftuBL 

45 Die h-sgk wird in einer Vidzahl menscrticher 
Gewebe exprimiert wie Leber, Herz, Pankreas, Muskd, 
Niere, Lunge, Plazenta, Lymphocyten und mehreren 
Strukturen des Gehims (Hippokampus, nucleus cauda- 
tus, corpus cdlosum, substantia nigra, nucleus subtha- 

50 lamicus und thalamus). 

Es hat sich gezeigt, daB die h-sgk bei viden Krank- 
herten, bei denen Zeflvdumenanderungen eine ent- 
scheidende parhophysiologische Rode spiden, dn 
betr&chtfiches diagnostisches Potential besrtzt Die 

65 Expression der h-sgk karm durch Nachweis und/ oder 
Quantifizierung der mRNA mrt H3fe gedgneter Probes, 
beispieteweise im Northern blot oder mittds In-Situ- 
Hybridisierung, und de h-sgk selbst kam beispiels- 
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weise mit Hitfe geeigneter AntikOrper im Western blot 
Oder durch Immunhistochemie nachgewiesen werden. 
Geeignete Probes bzw. AntikOrper wurden berehs mit 
Erfolg auf Tauglichkert QberprQft 

Die vorfiegende Erfindung betrifft daher auch de s 
tfiagnostische Verwendung der h-sgk, frrer Fragmente 
Oder der jeweOigen dafflr kodierenden NuHeinsauren. 
Die mOglichen zum Ensatz tommenden diagnosti- 
schen Techniken sind dem Fachmann bekannt. Es kOn- 
nen dies alle aus dem Stand der Technik bekannten w 
Immunoassayformate sein. wie beisptelsweise Western 
blot Oder Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA), aber auch homogene nicht festphasengebun- 
dene Assaytormate. Denkbar sind beispielsweise kom- 
petrtive Testvarianten, aber auch incfirekte Teste oder is 
Aulbauten nach dem Sandwich-Prircrip sind ohne wei- 
teres mOglich. Ebenso kfinnen die dem Fachmann 
bekannten MarWerungstechniken eingesetzt werden. 
Es kOnnen auch alle Arten der NuMeinsdurenachweis- 
techniken angewandt werden, wie betspielswetse 20 
Southern Wot. Northern blot und alle Varianten der 
Hybridisierungstechniken etnschiieBlich In-Situ-Hybridi- 
sierung. 

Die h-sgk kann sowohi in KcVperfiOssigkeiten, bei- 
spielsweise Blut. Plasma Oder Serum, als auch in fasten 2s 
Qeweben, betsptetewetse Biopsiematerial nachgewie- 
sen werden. Der Nachweis der h-sgk ist QberaO dort 
angezeigt wo Anderungen des Zellvolumens bzw. des 
jnacromotecular crowdings- im KOrper auftreten, wie 
bei Hypematriamie, Hyponatriamie, Diabetes meffitus, 30 
Niereninsuffizienz, Hyperkatabolismus, hepatischer 
Encephalopathies EntQndungen und Infektionen. 

Daruberhinaus kOnnte eine gestfirte Funktion der 
h-sgk zu einer gesfflrten Regulation des hepattschen 
Stoffwechsete fOhren. Ein Nachweis der h-sgk wurde 35 
daher einer diagnostischen Abkiarung von Fruktoseorv- 
toleranz. hyper- und hypogiykamischen Zustanden die- 
nen. 

Hypematriamie: Dies ist eine lebensbedrohBche 
StOrung, die beispielsweise bei osmofecher Diurese 40 
und Wassertfiurese durch zentraJen oder nephrogenen 
Diabetes insipidus auftritt Ein zentraier Diabetes insipi- 
dus ist Folge eines genetischen Defektes, SchddeJ- 
Him-Trauma, Schftcfigung der hypothalamischen Neu- 
rone durch EntzOndungen, MangeJdurchbiutung, 45 
Tumore, Kbnsum von Alkohoi, Opiaten und einigen 
Pharmaka. Ein nephrogener Diabetes insipidus ist 
Foige von genetischen Defekten, Hypokaliftmie, Hyper- 
cateamie, Proteinmangel, Pyelonephritis, und Behand- 
iung mit verschiedenen Pharmaka, etc.. Wie in so 
Experimenten an kurtivierten Leber- und Nierenzellen 
gezetgt wird. fQhrt eine Zunahme der extrazefluiaren 
Na* Kbnzentration, die immer auch mit einer Zunahme 
der extrazelluldren Osmolaritat verbunden ist, zu einer 
gesteigerten Expression der h-sgk. Die Kinase kann 55 
damrtals tndikator fur das AusmaB an Zeflschrumpfung 
herangezogen und zur Uberprufung der Therapie ein- 
gesetzt werden. Eine solche Kbntrofle ist insofern 



bedeutsam, als bei zu schnefler Korrektur einer Hyper- 
natriamie trotz extrazeUuiarer Hyperosmolaritdt mitunter 
eine letale Zellschwellung auftreten kann. 

Hyponatriamie: Bei etwa 1 - 2 % aller hospitaiisier- 
ten Patient en steltt man eine Hyponatriamie unter 130 
mmol/l test Ursachen deser lebensbedrohlichen StO- 
rung sind Diabetes meQHus, Ketonurie, Leber rnsuffizi- 
enz, Diuretica, Opiate, verschiedene Pharmaka, 
osmotische Diurese. Bikarbonaturie, Nebenniereninsuf- 
fizienz, Sabvertust-Niere (-Nephritis), Nephrotisches 
Syndrom, gestetgerte Ausschuttung von ADH und Ver- 
luste von isotoner Russigkeit (z.B. DurchfaDe) mit aus- 
schfieBlichem Ersatz von Wasser. 1st die Hyponatriamie 
Fbiae e^*r 7 »mahme anderer Osmolyte im Blut, dann 

bieiber. lumen und Expression der h-sgk normal. 

Ref iektiert die Hyponatriamie jedoch eine Hypoosmola- 
ritat mit Zellschwellung, dann ist cfie Expression der h- 
sgk herabgesetzt Die Messung der h-sgk ertaubt somtt 
Ruckschiusse auf das Vortiegen einer ZellschweOung 
und ermOgficht eine rationale Entscheiduhg aber das 
therapeufeche Vorgehen. Wdhrend der Therapie kann 
die Kinase zur Vertaufskontrof le eingesetzt werden. Die 
zu schnelle Korrektur einer Hyponatriamie kann zu mit- 
unter letaler Zeflschrumpfung fQhren. 

Diabetes mellitus: Bei Diabetes meilitus kommt es 
zur Hyperglykamie, die zum Anstieg der extrazeJluiaren 
Osmolaritat fflhrt und damrt eine Zeflschrurnpfung her- 
vorrufL Die glomerular f Btrierte Glucose ubersteigt die 
maximale renale Transportrate und erzwingt auf tfiese 
Weise eine osm otische Diurese, bei der Na + und Was- 
ser vertoren gehen. Dadurch kann sich eine Hyponatri- 
amie entwickein. Die gesteigerte extrazeUutare 
Osmolaritat und das Oberangebot an Glucose fOfdem 
die zeQuiare Bildung von Sorbitol, das bet Abstnkender 
extrazeDuiaren Osmolaritat zur ZeOschwellung fuhrt 
Der Zellschrumpfung und der Zellschwellung bei Diabe- 
tes meilitus werden entscheidende Bedeutung bei der 
Pathophysiologic zugemessen [McManus et al M New 
England J. Med. 333: 1260-1266, Dermadash etalJGd- 
ney intern 5020322040, 1996]. Die Messung der h-sgk 
bei einem Patierrten mit Diabetes mellitus ertaubt die 
Abschatzung der Zelrvolumenanderungen und schafft 
damrt eine soiide Grundlage fur den Ausgletch von 
Hektrolysttrungen. Auch dabei kann eine Vertaufebe- 
obachtung Oberschtessende Korrekturen vemindern. 

Niereninsuffizienz: Bei der Niereninsuffizienz 
kommt es zu einer massiven Zunahme der Harnstoff- 
tonzentration auf Werte, welche eine destabiiisierende 
Wirkung auf Proteine ausOben, Zellen schrumpfen las- 
sen und eine Abnahme der h-sgk -Expression bewir- 
ken. Die destabOisierende Wirkung von Harnstoff wird 
durch die Bildung von Trimethylaminen abgeschwflcht 
Bei schnelien Anderungen der Harnstoffkonzentration 
halt die Akkumuiation von Trimethylaminen nicht Schritt, 
und es sind durch die Zellvolumenanderungen StOrun- 
gen des Zell stoffwechsete zu erwarten. Die Bestim- 
mung der h-sgk kann erne Imbalance zwrschen 
destabifisierendem Harnstoff und stabflisierenden Tri- 
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methytarninen aufdecken. Gegeben entails ware die the- 
rapeutische Applikation von Trimethylaminen bet stark 
unterdrQckter h-sgk angezeigt 

Hyperkatabolismus: In einer Reihe kataboler 
Zustande, wie Sepsis. Verbrennungen, akuter Pankrea- s 
litis, schweren Operationen konnten Anderungen des 
Muskelzellvolumens nachgewiesen werden, die mrt 
dem AusmaB an Hyperkatabolisrnus korrelieften. ZeJl- 
schrumpfung fuhrt in der Tat zur Steigerung und Zeil- 
schweflung zur Hemmung der Proteoiyse. Die 10 
Bestimmung der h-sgk kfinnte im Enzerfall den Ensatz 
von therapeutischen MaBnahmen rechtfertigen, die 
geeignet sind, der Zeuschrunrpfung entgegenzuwirken, 
wie die Applikation von Glutarran [Haussinger et al., 
Larvuet, 341: 1330-1332, tr. oder von Osmdyten is 
[Burg, M.B.J. Exp. Zool. 268(2):171-5. 1994]. 

Hepatische Encephalopathie: Es gtbt Qberzeu- 
gende Beweise dafur, daB die hepatische Encephalo- 
pathie durch Schwellung von Gfiazelien zustande 
kommt [Norenberg, M.D.. Expi Neurol. 53(3): 213-220, 20 
1994]. Tatsachltch l&Btsichbei Lebererkrankungen erne 
Abnahme des Osmdyten Inositol im Gehim nachwei- 
sen [Kreis etaL, NMR Biomed 4: 109-116. 1991]. Das 
vOIGge Verschwinden koinzidiert mit dem Eintreten einer 
Encephalopathies Durch Entwickiung und Einsatz 25 
geetgneter Substrate fur die h-sgk kfinnte die h-sgk - 
Akrivrtat im Gehim gemessen und bereits vor Auftreten 
der Encephalopathie gegengesteuert werden. Qegene- 
nenfalls kfinnte auch cfie h-sgk -Expression in besser 
zuganglicnen Geweben als Indftator fur Vblumenande- 30 
rungen in GliazelJen herangezogen werden. 

Alzheimersche Krankhert: Neue Hinwetse deuten 
auf eine Zunahme des VWumens peripherer Zellen bet 
der Alzheimerschen Erkrankung hin. Daruberhinaus tst 
der Osmolyt Inositol bei Patienten rrrit Alzbeimerscher 3s 
Erkrankung erhfiht. nicrtt jedoch bei einer Demenz 
anderer Genese. Die h-sgk-Expression kann somit zur 
Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung beitragen. 

Intekttonen/Entzundungen: Bei einer Sepsis 
kommt es zu massiver Zeltechnimpfung [Haussinger et 40 
al. . Lancet 1993. 341: 1330-1332] mit entsprechendem 
Auftreten von Hyperkatabofismus. Tatsflchlich spiett 
beim Pamogen-Wirt-Verhartnis das ZeOvolumen eine 
wichtige Rolle. Die Expression der h-sgk kfinnte ein 
wertvoUer Parameter zur Abschatzung der Pathophysio- 45 
logie von Irtfektkmen sein. In-Srtu-Hybridisierungsexpe- 
rimente zeigen ein en deutlichen Anstieg der 
Gewebekonzentration der h-sgk bei entzundttchen 
Erkrankung en, wie betspielswetse Hepatitis, Pankreati- 
tis. Morbus Crohn oder Gtomerulonephritis. Daruber- so 
hinaus wird die h-sgk-Expression durch TGFp 
gestagen was mit einer progression Ftorose, wie bei- 
spielsweise Leberzirrhose, Lungenfbrose oder progres- 
siver Niereninsuffizienz, in Zusammenhang gebracht 
wurde. Tatsachfich wurde gefunden. daB die h-sgk- ss 
Expression bei Patienten mit chronischer Niereninsuffi- 
zienz erhfiht ist 

Hyperatykamie^iypoglykamie-Uktazidose: 



Eine herabgesetzte oder gesteigerte Expression 
und/oder Funktion der h-sgk kfinnte zu StOrungen des 
Kohlehydratstoffwechseis fOhren, wie sie bei Zeli- 
schrumpfung und Zellschwellung beobachtet wind [Lang 
et al., Pf lOgers Arch. 413: 209-216, 1989]. Ene herab- 
gesetzte Funktion hatte zur Folge, daB eine Hypogryk- 
amie droht Eine gesteigerte Funktion kfinnte einerseits 
Hypergrykamie, andererserts Lactaztdose nach sich Zie- 
hen. Bei der diagnostischen AbWarung von Hypergryk- 
arnie, Hypogtykamie und Lactacidosen unWarer 
Genese kfinnte daher immer auch die h-sgk Expression 
und Funktion untersucht werden. 

Die vortiegende Ertindung wird auBerdem durch die 
folgende detaillierte Beschrefoung naher ertautert und 
daruberhinaus durch .lis F oispiele sowie die Patentan- 
sprflche beschrieben. 

Detaillierte Beschreibung der Ertindung 

Materiallen und Methoden 

Materialien: FOtales Kalbersetum und DM EM (Dul- 
beccos modrfiziertes Eagles Medium) wurden von 
GIBCO/BRL (Eggenstein, Deutschland) bezogen, 
Enzyme von STRATAGENE (Heidelberg, Deutschland) 
und BOEHRINGER MANNHEIM (Mannheim. Deutsch- 
land), a-[ 35 S]-dATP von ICN (Eschwege, Deutschland). 
Superscript® reverse Transcriptase von GIBCO/BRL 
PCR® (Poryrnerasekettenreaktionen) wurden in einem 
Crocodile® II Therrnocycler (APPUGENE ONCOR, 
Heidefoerg, Germany) mit HiKe von Prime Zyme® DNA 
polymerase und PCR Puffer von BIOMETRA (Gfittin- 
gen. Deutschland) durchgefOhrt RAP-PCR Primer wur- 
den von STRATAGENE, Sequenzierprimer von MWG 
(Ebersberg, Deutschland) erworben. Manuefle Sequen- 
zterung wurde auf einem S2-Sequenzierapparat von 
GIBCO/BRL mit Hitfe des Fidelity® DNA Sequenzier- 
Systems (APPUGENE ONCOR) durchgefOhrt 

Zellkuttun HepG2 humane Hepatomzeflen wurden 
in Dufbeccos modifiziertem Eagles Medium (DM EM) 
mit 5 % CO2. 5 mM Glucose bei 37°C, pH 7.4 kultiviert, 
das mit 10% (vol/vol) total en Kdlberserum (FCS) ange- 
reichert war. Vor der RNA-lsolierung wurden die Zellen 
bis zu 90%iger Konfluenz kultiviert und fur 12 Stunden 
in basalem Eagle Medium (BME, GIBCO/BRL) ohne 
total em Kdlberserum gehaften. Die extrazellutare 
Osmolaritat wurde OJber Zugabe bzw. Wegnahrne defi- 
nierter Mengen von Kochsalz ohne Anderungen der 
anderen Komponenten des BME-Mediums varneri In 
Experimenten, in denen die Wirkungen von Arrrinosau- 
ren geprOft wurden, wurden die Zellen zwei Stunden vor 
Zugabe der Aminosauren in einer arninosaurefreien 
extrazeftularen Lfisung gehaften. 

RAP-PCR: RNA fingerprinting PCR (RAP-PCR) 
wurde wie frOher beschrieben [McClelland et al. 1994, 
Nucleic Acids Res. 22, 44194431] durchgefOhrt Nach 
Elektrophorese durch ein 4% Acrytarntd / 7M Harnstoff 
Poryacrytamid-Gel, wurden (fie PCR-Produkte durch 
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Silberfarbung sichtbar gemacht [Sanguinetti et al., Bio- 
techniques 17, 914-921. 1994]. Al)e Banden, die nur 
unter einer Bedingung (hyperton Oder hypoton) sichtbar 
waren. warden in der Folge durch reverse Transskript- 
ion und PCR mil RNA aus neuen Kufturen bestatigt. Die 
RAP-PCR wurde mit vier verschiedenen Primerpaaren 
fQr die cDNA Synthase und PCR Amplffizierung durch- 
gefOhrt. Zusatzlich wurden unterschiedBche Temperatu- 
ren zwtschen 30°C und 40°C in der ersten Runde der 
Amplrfizierung gewahrt. Zusammen mit diesen Mocfrfi- 
kationen wurden insgesamt 64 PCR-Durchgange 
durchgefQhri 

Die Gswinnung der Banden: Banden. die repro- 
duzierbare Unterschtede zeigten. wurden unter sterilen 
Bedingung en ausgeschnitten. Das Amplicc wurde 
Ober Nacht bei 70 °C in 100 \i\ Puffer {ZO mM KG, 
10mM TRISO pH 9.0. 0.1% Triton X 100) eluiert 
ReampBfizierung durch PCR wurde mit 3.0 \il Eluat 
durchgefOhrt mit geeigneten Primer (250 nM), 200 pM 
dNTP, Ixsaizarmem Puffer (STRATAGENE) mit 1 .5 mM 
MgCI 2 und 5 Enheiten Taq+® DNA Polymerase 
(STRATAGENE) bei foigenden Tenperatur-ZyWusprof i- 
len: Ein ZyWus bei 95 °C fOr 60 sec, 30 ZyWen bei 95 °C 
(15 sec). 55 °C (15 sec). 72 °C (60 sec) und zuletzt bei 
72 °C fOr 5 Minuten. Nach Bestatigung durch RAGE. 
daB nur ein definiertes Ampficon mit der erwarteten 
Lflnge erzeugt worden war, wurde dieses Ampltcon 
direct for (fie Bildung der Probe verwendet 

Northern Analyse: Digoorigenin (DK3)-gekDppette 
Proben wurden durch drektes PCR-labeling der unter- 
schiediichen Ampiicons erzeugt, mit HOfe der geeigne- 
ten Primer und den Bedingung en, wie sie oben 
beschrieben wurden. auBer. daB fotgende dNTP Kon- 
zentrationen verwendet wurden: 200 \sM dATP, 200 pM 
dCTP. 200 pM dGTP. 190 *iM tfTTP und 10 pM DK3- 
dliTP (BOEHRINGER). Northern blots wurden mit 20 
fig total er RNA Oder mit 2 pg poly (A)- RNA hergestettt 
die durch 1% Agarose Geie in Anwesenhett von 2.2M 
Fbrmaldehyd eJektrophoretisch getrennt worden waren. 
Aquivalentes Laden von Proben bei der Untersuchung 
von poly(A)-RNA wurde durch Farbung mit Ethidium- 
bromid der ribosomaJen RNA Banden oder durch DIG- 
gelabette Antisense-RNA probe gegen das humane 
heterogene nuclear rfconudeoprotein C1 ais internem 
Standard Oberprfffl. Die GrOBe der RNA wurde mit dem 
DIG-geiabelten MoiekOlgewicht-MarkBT I (BOEHRIN- 
GER) abgeschdtzt vacuum blotting (APPUGENE 
ONCOR Trans DNA Express Vacuum Blotter) wurde 
zum Transfer auf posrtiv geladene Nytonmernbranen 
(BOEHRINGER) eigesetzt. die darm durch UHraviolett- 
Licht vernetzt wurden (STRATAGENE UV Strataiinker® 
2400). Hybridisierung wurde Ober Nacht in DIG-Easy- 
Hyb® (BOEHRINGER) bei einer Probentonzertration 
von 25 ng/rnt oder 100 ng/mi bei 50 °C oder 65 °C fur 
DNA - Proben oder RNA - Proben durchgefOhrt Pro- 
ben. die unterschiedliche Expression zeigten. wurden 
mit dem pCR-Script SK(+) Qoning Kit (STRATAGENE) 
subWoniert und in Northern blots OberprOft. Die im foi- 



genden gezeigten Northern blots wurden von diesen 
Subclones abgeieftei. 

Weitere Methoden: DNA Sequenzierung vom pCR 
clone wurde mit dem RdeOty® DNA Sequencing 

5 System (APPUGENE ONCOR) durchgefOhrt. Sequen- 
zierungsprodukte wirden mit a-t^J-dATP marWert 
und auf einem 6% Polyacrylamide / 8M Hamstoff 
SequenzierungsgeJ aufgetrennt Die GenBank-Daten 
wurden nach homotogen Sequenzen mit dem FASTA 

io computer program [Pearson, W. R. & Lipman, DJ. (1988) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85. 2444-2448] abgesucht. 
Die Sequenz der vdtetandigen h-sgk cDNA wurde mit 
HDfe des LMAG.E, Consortium Clone ID 42669 von 
der TK3R/ATCC Special Collection of Human cDNA 
Clones gewortnen; Die Gendaten wurden mit Hirfo des 
European Molecular Biology Laboratory EMBL (Heidel- 
berg), dem BLAST network service und - fQr die Protein 
alignments - dem BLITZ server an der neuesten Aus- 
gabe der SwissProt protein database untersucht 

20 Nudeotidsequenz-Zugangsnummer: Die h-sgk 
cDNA-Sequenz wurde in die Gen Bank-Database unter 
der Zugangsnummer Y10032 etngegeben und bis zum 
1 . Marz 1 997 gesperrt 

25 Ergebnisse 

Drfferentieile Genexpression in HepG2-Zellen in 
hypotoner, isotoner und hypertoner extrazeJIutarer 
HQssigkett: mRNA wurde von HepG2 Zellen isoiiert 

so die fOr 1 oder 2 Stunden mit hypotoner (hypoton I: minus 
100 mosmol/l durch Entfernung von 50 mM NaCt und 
hypoton II: minus 50 mosmol/l durch Entfemung von 25 
mM NaQ im vergteich mit tsotonem Kontrofl medium), 
isotoner (mit gesamter Osmolaritat von 290 mosmol/l 

35 und einer NaQ - Konzentration von 114 mM) oder 
hypertoner (plus 50 mosmol/l durch Zugabe von 50 mM 
Rafftnose) Mecfium vorbehandett wurden. Die mRNA 
wurde als Template fur die RAP - PCR mit arbrtraren 
Primern verwendet Die Produkte der RAP - PCR wur- 

40 den auf denaturierten Polyacrylarrad-Gelen aufgetragen 
und zum Vergleich in parallel en Bahnen aufgetrennt 
Mehrere Banden zeigten different elie Expression bei 
Verwendung mehrerer Primer. Vier drfferentieile Ban- 
den der RAP-PCR Gele wurden welter analyst ert: Zwei 

45 erwiesen sen bei der foigenden Northern bot Analyse 
als falsch posrtiv, eine Bande wurde durch hypotone 
und hypertone Bedingungen gesteigert. aber thre 
Sequenz zeigte keine Ahnlichkeit zu irgend einem bis- 
her bekannten Wonierten Gen. Eine Bande von etwa 

so 500 Basenpaaren zeigte eine zunehmende Expression 
. mit zunehmender extrazeiltfarer Osmolaritat (hypoton I- 
hypoton II - rsoton - hyperton). Diese Bande wurde aus 
dem GeJ gerehigt und mit Hitfe von Primer RAP-A4 
reampGfiziert Nach MarWerung mrt Digaxigenin durch 

55 PCR. wurden Northern blots mit diesem Amplicon 
angefertrgt urn die differentieile Expression in verschie- 
denen Zeflpraparationen zu bestatgen, die fflr zwei 
Stunden mrt hypotonem I. isotonem und hyperton em 
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Medium vorbehandeft word en waren. 

Bn einzelnes Transcript von etwa 2.6 Kilobasen 
war in hohem Ma Be durch die Anderungen der extrazel- 
luiaren Osmoiaritflt beeinfluBt (Abb. 1). Die Transkrpt- 
menge wurde bei Abnahme der Osrnotaritflt gesenkt s 
und bei Zunahme der Osmolaritat gestagen 

Wonierung und Sequenzlemng des dtfferentieJI 
regmierten h-sgk Gens. Das 500 Basenpaare lange 
PCR-Produkt wurde in den PCR II Vektor subWoniert 
und eine neue Probe mit diesem Konstrukt erzeugt, urn w 
eine Identitat zwischen dem ursprungflchen und dem 
subMonierten DNA-Fragment nachzuweisen. Rehybri- 
disierung etnes Northern blots mit dieser Probe furtrte 
zu identischen Ergebnissen wie die ursprungiiche 
Probe. Zu$5izlich wurde eine Southern Wot - Analyse is 
mit dem neuen Konstrukt durchgefOhrt und mit dem 
ursprQnglichen Konstrukt hybrid isiert. Einestarke Hybri- 
disierung nach zwei high stringency washes bestdtigte 
die Identitat der Sequenz. 

Sequenzanalysen in beide Richtungen zeigten die 20 
Anwesenhert der verwendeten Primer an beiden Serten 
des Ampficons. Bne Aminosduresequenz, die von 
einem Leserahmen der Nudeotidsequenz transJatiert 
wurde, zeigte eine 95 %ige Identitat zur carboxytermi- 
nalen Aminosauresequenz der Ratten-sgk (serum and 25 
glucocorticoid regulated protein kinase), einem neuen 
Mrtgfied der SenrVThreonin-Proteinkinase Proteirrfarri- 
lie, das aus einer Ratten- BmstdruserhTurnorzeJiiriie 
geklorrt wurde [Webster et al., Md. Cell. Biol. 13. 2031- 
2040, 1993a). Wegen der hohen Ahnfichkert wurde de so 
Bezeichrajng h-sgk (human-) fur das neue Protein 
gewdhtt 

Die Genbank-Database wurde auf ahnliche 
menscNiche Sequenzen mit dem FASTA Computerpro- 
gramm durchsucht Mehrere EST (Expressed 35 
Sequence Tags) DNA Sequenzen aus der T1GR/ATCC 
Special Collection of Human cDNA Clones zeigten 100 
% Sequenzubereinstimnrrnung mit TeUen der h-sgk 
cDNA Fragmente. Nach vieffachen alignments von 30 
verschiedenen TIGR/ATCC humanen cDNA Klonen mit 40 
der Ratten-sgk-cDNA-Sequenz (Genbank Zugangs- 
nummer L01624) und mit dem h-sgk DNA Fragment, 
wurde angenommen, da 6 das I.M.A.GLE. Consortium 
Konstrukt mit dem Clone ID 42669 einer menschltchen 
Kindemirn-Lftxary die voltstandige kodierende Sequenz 45 
der h-sgk aufweist Sequenzanalyse dieses Konstruk- 
tes mh Qbereinstirnmenden Sequenzen in Sense- and 
Antisense-Richtung ergab eine cDNA Sequenz von 
etwa 2.4 KHobasen. Urn die Beteiligung der voUstandi- 
gen h-sgk nachzuweisen, wurde das 5' Ende des Wons so 
(Nucleotide 1 - 285 der kodierenden Sequenz) in den 
pCR II vector subkioniert und damrt eine neue Probe mit 
diesem Konstrukt erzeugt. Hybridisierung ernes Nort- 
hern blots mit dieser Probe resuWerte in identischen 
Ergebnissen wie die ursprunglichen Proben (Abb. 1). ss 
Der Ifingste Leserahmen des untersuchten Klons (1.3 
kb) ergab ein 431-Arrdnosdure-Protejn mit einer Identi- 
tat von insgesamt 98 % zu dem Ratten-sgk Protein. 



Regulation der h-sgk Expression durch Ande- 
rungen der extrazelluiaren Osmolaritat: Urn den Ein- 
flu8 von Anderungen der extrazelluiaren Osmolaritat 
auf die h-sgk-Transskriptmengen zu untersuchen, wur- 
den HepG2 Zellen unterschiedlich tang in hypotonem 
(190 moW), isotonem (290 mosmol/l) und hypertonem 
(390 mosmol/l) BME Medium ohne FCS inkubiert Die 
h-sgk mRNA Kbnzerrtrationen nahmen birmen 60 min in 
hypertoner Losing stark zu. Der erste Anstieg war 
InnerhaJb von 30 Minuten erkennbar und erreichte ein 
Maximum innerhalb von zwei Stunden. Die tnduktion 
der h-sgk fotgt daher unmittetbar nach Anderung der 
OsmoiaritSL Die Transsknptkonzerrtratbnen stssgen 
binnen 4 bis 8 Stunden in hypertonem extrazelluiaren 
BME-Mecfium werter an, und f ieien dann ailmAhlich wie- 
der innerhalb der folgenden 16 bis 24 Stunden auf die 
Ausgangskonzentrationen ab. Andererserts f ieien cfie h- 
sgk-Transskriptkonzentrationen in hypotoner extrazel- 
luliarer LOsung schnefl ab, wobei der Abfall bereits nach 
30 Minuten erkennbar war und ein Maximum innerhalb 
von zwei Stunden erreicht wurde. 

Unterschiedliche Osrnolaritaten (140, 190. 240, 
290, 340. 390 und 440 mosmol/l) zeigten binnen zwei 
Stunden unterscrtiediche Expressionen der h-sgk. 
Uber dem gesamten Bereich war eine steile Korr elation 
der h-sgk Expression mit der extrazelluiaren Osmolari- 
tat nachweisbar. Eine 30%ige Zunahme der Osmolaritat 
ging in etwa mit einer Verdrerfachung der Kinaseexpres- 
sion einher. Eine Zunahme der Osmolaritat von 290 auf 
340 mosmol/l, und eine Abnahme der Ko nz entr at i o n 
von 290 auf 240 mosmol/l induzierten signiffcante 
Anderungen der h-sgk Expression. Der transskriptio- 
nelle Kdntrdlrnecharasmus reagiert also offenbar sehr 
empf hdlich auf Anderungen der Osmolaritat Die Induc- 
tion der h-sgk-RNA war unabhangig von einer de novo 
Proteinsynthese. Der Anstieg der Transskriptkonzentra- 
tion in hypertonem BME Medium ist in Anwesenheft des 
Proteinsynthesehemmers Cydoheximid (10ug/ml ) gr&- 
Ber als in Abwesenheit des He mms toffe s . 

Die schnelle Abnahme der h-sgk Transskriptkon- 
zentrationen gleich nach Senkung der extrazelluiaren 
Osmolaritat legt eine kurze HaJbwertszeH der h-sgk- 
mRNA naha Urn die Abnahmerate der h-sgk Trans- 
criptkonzentrationen zu untersuchen, wurden HepG2 
Zellen fQr zwei Stunden mit hypertonem Medium (390 
mosmol/l) behandeit um einen maximal en Anstieg der 
h-sgk Tr^^!^ptkonzentrationen zu era el en. Dann 
wurde ein Teil der Zellen dem RNA-Poiymera&ehemmer 
Actmomydn D (5ug/ml) ausgesetzt der and ere Teil der 
Zellen hypotonem Medium (190 mosmoW). Nach ver- 
schiedenen Zertpunkten wurde RNA prflpariert und die 
Transskriptkonzentrationen der beiden Zeilgmppen ver- 
glichen. Actinomyctn D Behandlung fQhrte zu einem 
schneilen Abfall der h-sgk Transskriptkorsentrationen 
mit einer geschatzten Halbwertszeit von etwa 30 Minu- 
ten. Behandlung der Zellen mit hypotonem extrazelluia- 
ren Medium fQhrte zu einem gleich ermaBen schneilen 
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Regulation der h-sgk Ttan&skriptkonzentratio- 
nen durch isotone Zeltvolumen-Anderugen. Urn zwi- 
schen den Wirkungen von Anderungen des 
Zeltvolumens, der lonenstarke und der Osmolaritat 
unterscheiden zu kfinnen, wurde das ZeOvoiumen 5 
durch zwei verschiedene Method en bei gleichbletben- 
der lonenstarke und Osmolaritat manipuiiert. Birmen 
zwei Stunden isotoner Zdlschrumpfung durch Hem- 
mung des NaCt/KC>Kotransporters und des Na+ /H+ - 
Austauschers mrt Bumetanid und 3-MethyisutfonyM-(1- w 
pipericfino)-benzoylguanttfin (EP-0 416 499) war die 
Expression der h-sgk gesteigert, eine Wirkung, die 
durch zusatzliche Zunahma der extrazdJuiaren Osmo- 
laritat noch verstarkt wurde. Zeflschweltung durch 
Angebot von verschtedenen Aminosauren (Amino- 15 
saure-Mischung von 1 x BME Aminosauren, 
GIBCO/BRL) fQhrte umgekehrt binnen zwei Stunden zu 
einem Abfall der h-sgk-Trareskript-Konzerrtra^ Es 
ist also das ZeOvoiumen, nicht die Osmolaritat oder ale 
lonenstarke, welches die Expression der h-sgk regu- 20 
liert 

Um zu prvfen, ob die Expression der h-sgk in 
HepG2 Zeilen, ahnfich wie die der Ratten-sgk in Brust- 
drQsentumorzeUen [Webster, M.K. (1993) Mol. Cell. 
Biol. 1 3, 2031 -2040] durch Qucocorticoide oder totales 25 
Kafoerserum (FCS) reguUert wird, wurden HepQ2 Zei- 
len mrt Dexamethason (1^M) oder mrt FCS (10 %) fOr 
zwei bis 12 Stunden inkubiert In Northern blots konrrte 
kein BnfiuB von Qucocorticoiden oder FCS auf die 
Transskn^-Kbnzentrationen von h-sgk in HepG2-Zelien 30 
gefunden. 

Regulation der sgk Transskriptkonzentratlonen 
durch die extrazellulare Osmotarttftt in Madin Darby 
Canine Kidney (MDCK) Zeilen. Um zu prOfen, ob de 
beobachtete ZeUvotumen-Abhangigkert der Expression ss 
von h-sgk eine Besondemert der HepQ2-Zellen ist wur- 
den die Hunde-Niereneprthelzeflen MDCK fOr zwei 
Stunden hypotonem (190 mosmoVI) und hypertonem 
(390 mosmd/I) BME Mecfium ausgesetzt h-sgk-Trans- 
skripte mrt einer Lange von etwa 2.6 Kilobasen konrtten 40 
auch nach mehreren High-Stn^ency-Waschschritten 
mrt 0.5 x SSC (standard saline citrate) bei 65°C nach- 
gewiesen werden, ein hfinwee auf hone Sequenzhomo- 
logie der sgk-Gene zwischen verschiedenen Species. 
Anderungen der extrazellularen Osmolaritat Qbten in 45 
MDCK-Zellen einen ahnlichen EinfluB auf die Trans- 
skriptkonzentrationen ous wie in HepQ2-Zeflen. 

Gewebsspezifische Expression der h-sgk. Bn 
vorgefertigter Multiple Tissue Northern Blot (CLON- 
TECH, Heidelberg, Germany) wurde mrt der h-sgk DNA 50 
Probe untersucht Die h-sgk Expression zeigt eine 
gewisse Gewebsspezrfrtat, mrt hOchster Expression in 
Pancreas, Leber, und HefzmuskeJ. Eine etwas gerin- 
gere Expression zeigt sich in Placenta, Lunge und Ske- 
lettmuskel. Niedrige aber erkennbare Expressionen ss 
finden sich in Qehim und Niera In menschlichem 
Gehirngewebe ist cfie Expression in der substantia nigra 
und dem corpus callosum am hochsten, in den corpora 



amygdala, Hippocampus, nucleus caudatus und 
nucleus subthalamicus durchschnhUich und im Thala- 
mus am geringsten. Inter essanterweise wurde ein zwei- 
tes Transskript von 7 Kilobasen in fast alien Geweben 
gefunden, mrt hOchster Expression im Pancreas. Die- 
ses Transskript ist mOglicherweise eine wertere h-sgk- 
mRNA durch alternatives splicing oder ein zur h-sgk 
homoJoges Gen. Das 7 Kilobasen-Transcript war in 
HepG2 Northern blots nicht gefunden word en. 

Regulation der h-sgk Expression durch Harn- 
stoff : Die h-sgk-Expression ist durch die Anwesenhert 
von Hamstoff im Extrazeliularraum unterdrQckt. Die 
Expression der h-sgk war bei SOmmoW Hamstoff mas- 
sig, bei 100 mmoM Hamstoff massiv eingeschrankt 

Diskussion 

Die h-sgk. ein human es Gen, dessen Transskript- 
ion durch Anderungen des Zellvolumens regu liert wird, 
kcxiert for eine putative Serin/Threonin-Proteinkinase 
mrt hoher Sequenzhomologie zu Ratten-sgk, die kQrz- 
lich ate Serum- und Glucocorticoid-reguGertes Gen von 
Ratten- Bru^drtteen-Tumorzel] en, als Laswns-induzier- 
tes Gen nach ZNS- Lasionen im Rattenhim [Imaizumi et 
al., Mol. Brain Res. 26, 189-196. 1994] und als Testo- 
steron- und FolGkei-stimulierendes Hormon- induziertes 
Gen in Granulosa-Zeilen des Ratten-Ovars [Richards et 
al., Recent Prog. Horm. Res. 50, 223-254, 19951 
beschrieben wurda Das 49 kD h-sgk Protein zeigt 
armahernd 98 % Homologi e mrt dem Ratten sgk Protein 
mrt wertgehend konservativen Aminosaureaustau- 
schen. Es weist etwa 50% Homologie in seiner kataJyti- 
schen Domane mrt mehreren Kinasen der "second 
messenger* FamQie auf. wie rac Protein-kinase, Protein 
kinase C. ribosomale protein S6 kinase, and cAMP- 
abhangige Protein kinase [Webster et al., (1993b) J. 
Biol. Chem. 268, 11482-1 1485, Webster et al., (1993a) 
Mol. Cell. Biol. 13. 2031-2040]. 

Der Expressionsgrad des 2.6 Kilobasen h-sgk Tran- 
skripts in HepG2 Zeilen wird in hohem Ma Be durch 
Anderungen der extrazellularen Osmolaritat beeinfluBL 
Gesteigerte Transkript-Koruerrtrationen konnten binnen 
30 Minuten nach Zunahme der extrazellularen Osmola- 
ritat gefunden werden. Diese Induktion war unabhangig 
von einer de novo Protein-Synthese. Die Transkriptton- 
zentrationen sinken binnen 30 Minuten nach Sen Rung 
der extrazellularen Osmolaritat Der Abfall war gleicher- 
massen schnell wie der Abfall nach Hemmung der Tran- 
skription durch Aktmomycin D. 

Zellvolumenanderungen beeinf lussen demnach die 
Transskriptionsrate von h-sgk. Die herabgesetzte h-sgk 
Transskriptionsrate nach osmotischer Zellschweilung 
und die kurze Halbwertszeit gewahrieisten eine 
schneile und effiziente Regulation der Transskript-Kon- 
zentrationen von h-sgk RNA in HepG2 Zeilen. 

tsosmotische Anderungen des ZeOvolumens beein- 
f lussen gleichermassen die h-sgk-Expression. Zefl- 
schrumpfung wurde durch Hemmung der wesentiichen 
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lonentransportmechansmen Na + / H* -Austauscher 
und NaCI / KG - Cotransporter durch deren speaf ische 
Blocker 3-Methytsulfortyl-4-(1-pjperk^ 
cfin (EP-0 416 499) und Bumetanid erreicht Zellschwel- 
lung wurde durch die Zugabe von Aminosauren und die 
Wgende hepatozelluiare Akkumulierung der Aminosau- 
ren uber Na + - abh&ngige Aminosauretransporter wie 
etwa System A, N, und ASC bewirkt Die Transskrpt- 
tonzentrationen torrefierten mit dem Zeilvolumen, nicht 
mit der Osmolaritat 

Nach langanhaltender osmotischer Zedschrump- 
fung nahmen die TranssloTptkonzentrationen innerhalb 
der ersten halben Stunde stei! zu und biieben dann fur 
8 Stunden erhoht, bevor ste wieder ailmahlich abnah- 
men. Diese langanhattende Zunahme ste.V. im schein- 
baren Widerspruch zum schnellen Zeitgang der 
Zeilvoiumenreguiation. Osmotisch geschrumpfte oder 
geschwollene Leberzeilen reguiieren ihr ZeOvdumen 
jedoch nicht vOllig, sondem Mefcen nach der schnellen 
Phase der Vblumenregulation noch massig 
geschrumpft bzw. geschwollen [Hausstnger et al... 
(1994) Am. J. Physiol. 267, E343-E355], 

Die vertteibenden Zellvolurnendnderjngen kOnn- 
ten fflr die verdnderte Expression der h-sgk verantwort- 
lichsein. 

Neben dem ZeOvolumen sebst Qbt Hamstoff einen 
massrven EinfluB auf die Expression der h-sgk aus. 
Hamstoff Qbt eine destabiBsierende Wirkung auf Pra- 
te* ne aus und imitiert auf cfiese Wetse die Wirkung einer 
Zellschwellung. Die h-sgk ware somrt ein Sensor der 
Proteinstabilftat bzw. der Packungsdichte der zelluldren 
Makromolekflle. Die destabilisierende Wirkung von 
Hamstoff wird durch die BBdung von Trimethylaminen 
abgeschwdcht, wodurch wahrscheinGch die destabili- 
sierende Wirkung von Hamstoff bei Niereninsuffizienz 
abgeschwdcht wird. 

Die zeiluiaren Wirkung en der h-sgk sind noch unsn 
cher. Insbesondere IflBt sich derzeit noch nicht mit 
Sicherhert teststellen, ob die Wirkungen der h-sgk erne 
BoOe fur die Zeilvoiumenreguiation spielen. Fur einen 
Einsatz der h-sgk als Diagnosfa'kum ist die Wirkung der 
h-sgk jedoch belangloa 

Trotz der auffailigen Sequenzhomologie zur Ratten - 
sgk konnten wir kerne Parallelen zur Regulation der 
Ratten-sgk teststellen. Weder Serum (FCS) noch Glu- 
cocorticoide (Dexamethason), (fie bekJe in Ratten- 
Brusfedrusen-Tumorzelien einen starken EinfluB auf die 
sgk Transcription gezeigt hatten, beeinfluBten die 
Expression von h-sgk in HepG2 Zellen. In den verschie- 
denen Zetftypen sch einen daher unterschiediiche h-sgk 
Promotersequenzen die Expression des Proteins zu 
reguiieren. Es ist also denkbar, daB die Expression der 
h-sgk nicht ausschfieBfich durch das Zeilvolumen bzw. 
die Packungsdichte reguliert wird. Eine Zellvolumen- 
Abhdngigkeit der h-sgk Expression konnten wir auch in 
Niereneptthelzellen (MDCK) und in Makrophagen nach- 
wetsen. Die Zellvolumenabhangigkert der h-sgk- 
Expression ist also keine Besonderhert der HepG2 Zel- 



len. Die h-sgk 51lankierenden Sequenzen in den ver- 
schiedenen Zellen kOnnten die regulierenden Elemente 
aufdecken, die fur die unterschiediioche Expression der 
sgk Transskripte verantwortlich sind. Wie die frQher 

5 beschriebene Glucocorticoid- und Serum induzierte 
Expression von sgk in der Ratte benOtigt die ZeOvolu- 
men induzierte Expression der h-sgk RNA nur 30 Minu- 
ten. Die Habwertszert der h-sgk Transskripte in HepG2 
Zellen ist mit 30 Minuten ebenso kurz wie die sgk Halb- 

w wertszert in Ratten-BrustdrQsentumorzellen. wie die 
Experimente mit dem RNA-Polymerasehemmer Actino- 
mycin D zeigen. 

Das h-sgk-Transskript wird in alien bisher unter- 
suchten menschlichen Geweben exprimiert Besonders 

is hoch ist die Expression in Pancreas und Leber, mOgfi- 
cherweise aufgrund der spezialisierten Epithetfunktion 
dieser Gewebe. 

ProteinphosphpryGerung ist ein schnelier und 
reverstoler Mechanismus, um Signale aus dem Extra- 

20 zelluiarraum in die Anderungen von oner vlelzahl von 
Zeiifunktionen umzusetzen. Die h-sgk-Proteinkinase 
kOnrrte durch Phosphorylierung spezrfischer Proteine 
einen Veil der zellvoJumenregulatorischen Mechanis- 
men auslGsen und ein bisher unbekanntes Bindegfied 

25 zwischen zeltuldrer Hydratation und Zelrfunktion dar- 
stellen. 

Belspiete: 

so 1 . DurchfOhrung der Northern HybridlsJerungen: 

10-20 mg Gesamt-RNA bzw. 1-2 mg poiy(A)-RNA 
wurden elektrophoretisch in einem 1%igen Agarosegel 
in Gegenwart von 2J2M FormaJdehyd aufgetrennt. Der 

as Transfer auf eine posrtiv geladene Nytonrnembran 
erfoJgte mit Hilfe eines Vacuum Blotters mit 10xSSC als 
Transferpuffer fur einen Zertraum von zwei Stunden. 
AnschlieBend wurde die RNA durch UV-Bestrahhmg rrrit 
kontrollierter Letstung kovalent an die Membran quer- 

40 vernetzt Die Hybridisierung der spezrfischen Sonde 
(25ng/ml) wurde bei 50°C uber Nacht durchgefQhrt in 
einem spezieD fur den Zweck der nichtradioaktiven 
Hybridisierung entwickelten Puffer (DIG Easy Hyb, 
BOEHRINGER;. Die dabei verwendete Sonde wurde 

45 mittels der Polymerasen Ketten Reaktion aus dem 
3*Ende der kodierenden Sequenz der betreffenden h- 
sgk (Nudeotid 980-1480) amplrfiziert und gleichzertig 
durch EnschluB von DIG-dUTP im Reaktionspuffer 
markiert Nach zweimaligem Waschen der Blots in 2x 

so SSC bei Raumtemperatur und in 0.5x SSC bei 65°C 
erfblgte die Detekton der markierten Sonde durch 
einen ELISA mit einem Anti-Digoxigenin Antikflrper, 
dessen angekopperte alkalische Phosphatase eine 
Cherrolumineszenzreaktion in CDP-Star (BOEHRIN- 

55 GER) erzeugte. die autoracOographisch festgehalten 
wurde (durchschnrttiiche Exposrtionszeit ca. zwei Minu- 
ten). 
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2. Western Blot Analyse: 

Details zur Antikdrpertierstellung: Zur Immuni- 
sierung der Kaninchen wind en zwei Peptide aus der h- 
sgk-Arrtinasaurensequenz verwendet Pos.386-P06.404 
(DPEFTEEPVPNSIQKSPDS), Pos.416-Pos.431 
(EAFLGFSYAPP7DSFL). Beide Peptide wurden xrit 
KLH bzw. mit MAP als Carrier tonjugiert und mrt tom- 
plettem bzw. inkomplettem Freund'schen Adjuvans 
intracutan injiziert Das Injektions- und Blutungsproto- 
Koi) folgte den Standaidvorschriften. Die Immunseren 
wurden affinitatschromatographisch gereinigt und tie 
AntikOrperfraktionen wurden bei einer Kbnzentration 
von ca. 1 mgAnl aufgefangen und verwendet. 

Immunobtot-Analyse: Ca. 60mg zellutares 
Gesamtprotein wurden eieWrophoretisch durch ein 
SDS-7.5% Poiyacryiarrdd Gel fraktioniert und auf eine 
NftozeJIulose-Membran transferiert Die Membranen 
wurden Qber Nacht in 3% BSA - 5% Trockenmilch - 
0.06% Tween 20 in PBS WocWert Primarer (affinrtats- 
gereinigter anti-h-sgk) und sekundarer (horseracfish- 
Peroxidase tonjugierter goat anti-rabbit IgG. Bio-Rad) 
wurden fOr je eine Stunde bei Raumtemperatur in 3% 
BSA-0.06% Tween in PBS inkubiert. FOr die Immunode- 
tektton wurde ein Enhanced Chemolumineszenz Kit 
(ECL, Amersham) verwendet 

3. In Situ-Hybridlsierung: 
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ion weder mit tttaiem Kafoerserum (FCS) noch 
einem Gucocorticoid induzierbar 1st 

4. NuWeinsaure. die mit der NuMeinsaure gemaB 
Anspruch 1 oder 2 unter stringent en Bedingungen 
hybridisiert und die fur eine funktioneB aktive zellvo- 
lumenregulierte Kinase kodiert, welche nicht iden- 
tisch ist mit der Ratten-sgk 

5. NuWeinsaurefragmente, enthaltend ungefahr den 
Berefch von NuWeotid Position 980 bis 1480 der 
NuMeinsaure gemaB Anspruch 1 oder 2. 

6. NuWeinsaurefragmente, todierend fur immunoio- 
gisch aktive Fragmente der human en zellvoumen- 

julierten Kinase h-sgk. 



7. NuWeinsaurefragmente gemaB Anspruch 6. totie- 
rend fur Fragmente mit mindestens einer der foi- 
20 genden Arranosauresequenzen: 

DPEFTEEPVPNSIQKSPDS (1) 
EAFLGFSYAPPTDSFL (2) 

25 8. Humane zellvolumenregulierte Kinase h-sgk oder 
Fragmente davon, erhaftiich durch rekornbtnante 
Expression der NuMeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 7. 



15 mm Gefrierschnrtte wurden fur 20 Minuten in 
Formaldehyd 4% nachfbtiert gefoigt von zwei Wasch- 
schritten in 1 0OmM Phosphatpuffer pH 72. von jeweOs 5 
Minuten. Nach einer Proteinase K Behandiung 
(1mg/100ml) folgte eine 10 rrinOtige Inkubation in 0.1M 
Triethanotamin / 0225% Esstgsaure. Erneut wurde mit 
100 mM Phosphatpuffer gewaschen und tie Schnitte in 
einer aufeteigenden Alkohoireihe entwassert Die 
Prahybridtsierung erfolgte bei 50 °C im Hybridisierungs- 
puffer, tie Hybridisierung wurde Qber Nacht durchge- 
fQhrt. Die verwendete Sonde entspricht der Sonde, tie 
bei den Northern Blots beschrieben wurde. Die Detek- 
tion erfogte durch enzymatische Spattung einer X- 
PhosphatfOsung, katalysiert durch eine anti-digaxi- 
gen'oi-antikOrper-gekoppelte aikalische Phosphatase. 

Pat entansp ruche 

1. NuMeinsaure, todierend fur die humane zellvolu- 
menregulierte Kinase h-sgk mit derAminosaurese- 
quenz gemaB Ftg. 2. 

2. NuMeinsaure mit der NuWeotkfeequenz gemaB Fig. 



3. NuMeinsaure. die mit der NuMeinsaure gemaB 
Anspruch 1 oder 2 unter string errten Bedingungen 
hybridisiert und die fur eine funktioneil aktive zellvo- 
lumenregulierte Kinase todiert, deren Transskript- 



30 9. Humane zeltvoiumenregulierte Kinase h-sgk mit 
der Aminosauresequenz gemaB Rg. 2. 

10. Immunogenes Peptid mit mindestens einer der foJ- 
genden Aminosauresequenzen: 

35 

DPEFTEEPVPNSIGKSPDS (1) 
EAFLGFSYAPPTDSFL (2) 

11. Rezeptoren, die spezmsch an die humane zeUvolu- 
40 menregulierte Kinase h-sgk gemaB Anspruch 8 

oder9binden. 

12. Rezeptoren gemaB Anspruch 1 1 , dadurch gekenn- 
zeichnet, da 6 sie monoMonale oder polyldonale 

45 AntikOrper sind. 

13. Verwendung der NuMeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 7 oder eines Frag- 
ments dieser NuMeinsaure zum Nachweis einer fOr 

so die humane zellvohimenregulierte Kinase h-sgk 
kodierenden NuWemsaura 

14. Verwendung der NuMeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 bis 7 oder eines Frag- 

55 merits dieser NuMeinsaure zum Nachweis einer fur 
tie humane zellvolumenregulierte Kinase h-sgk 
kodierenden NuMeinsaure im Northern blot oder 
durch Hybridisierung. 
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15. Verwendung der humanen zellvoiumenregufierten 
Kinase h-sgk gemdB einem der AnsprOche 8 Oder 9 
Oder eines Peptkte gemdB Anspruch 10 zum Nach- 
weis von Rezeptoren. weiche an die h-sgk bind en. 

5 

16. Verwendung von Rezeptoren gemdB einem der 
AnsprOche 1 1 oder 12 zum quafitatrven oder quan- 
titativen Nachweis der humanen zelrvolumenregu- 
Derten Kinase h-sgk. 

w 

17. Verwendung gemdB Anspruch 16, beinhartend ein 
trnnxinchenTtsch8s Verfahren. 

18. Veriahren zur Hersteilung von polyMonale oder 
monoWonalen Antitorpem, dadurch gekenn- is 
zeichnet daB mine .tens eines der Peptide gemdB 
Anspruch 10 zur Immunisienjng von Versuchstie- 
ren verwendet wird. 

19. Verwendung der NuMeinsdure gemdB ernem oder 20 
mehreren der AnsprOche 1 bis 4 oder eines Frag- 
ments gemdB einem oder mehreren der AnsprOche 

5 bis 7 oder der humanen zellvoiumenregufierten 
Kinase h-sgk gemdB Anspruch 8 oder 9 oder der 
Peptide gemdB Anspruch 10 zum Nachweis von 25 
ZeUvolumenanderungen. 

20. Arzneimittel, entnartend die NuMeinsdure gemdB 
einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4 oder 

ein Fragment gemdB einem oder mehreren der 30 
AnsprOche 5 bis 7 oder die humane zelrvolumenre- 
guSerte Kinase h-sgk gemdB einem oder mehreren 
der AnsprOche 8 und 9 Oder ein PeptkJ gemdB 
Anspruch 10 Oder Rezeptoren gemdB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 1 und 12. as 



40 



45 



50 



55 
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Fig. 1 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CACGAGGGAG CGCTAACGTC TTTCTGTCT C CCCGCGGTGG TG ATG AOG GTG AAA 54 

Ket Thr Val Lys 
1 

ACT GAG GCT GCT AAG GGC ACC CTC ACT TAC TCC AGG ATG AGO GGC ATG 102 
Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Sc. Ar ^ Arg Gly Met 
S 10 15 20 

GTG GCA ATT CTC ATC GCT TTC ATG AAG CAG AGG AGG ATG GGT CTG AAC 150 
Val Ala He Leu He Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg Met Gly Leu Asn 
25 30 35 

GAC TTT ATT CAG AAG ATT GCC AAT AAC TCC TAT GCA TGC AAA CAC CCT 198 
Asp Phe He Gin Lys He Ala Asn Asn Ser Tyr Ala Cys Lys His Pro 
40 45 50 



GAA GTT CAG TCC ATC TTG AAG ATC TCC CAA CCT CAG GAG CCT GAG CTT 246 
Glu Val Gin Ser He Leu Lys He Ser Gin Pro Gin Glu Pro Glu Leu 
55 60 65 

ATG AAT GCC AAC CCT TCT CCT CCA CCA AGT CCT TCT CAG GAA ATC AAC 294 
Met Asn Ala Asn Pro ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser Gin Gin He Asn 
70 75 eo 



CTT GGC CCG TOG TCC AAT CCT CAT GCT AAA CCA TCT GAC TTT CAC TTC 
Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser Asp Phe His Phe 
85 90 95 100 



342 



TTG AAA GTG ATC GGA AAG GGC AGT TTT GGA AAG GTT CTT CTA GCA AGA 
Leu Lys Val lie Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val Leu Leu Ala Arg 
105 110 115 



390 



GAC AAG GCA GAA GAA GTG TTC TAT GCA GTC AAA GTT TTA CAG AAG AAA 
His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val Leu Gin Lys Lys 
120 125 130 



438 



GCA ATC CTG AAA AAG AAA GAG GAG AAG CAT ATT ATG TOG GAG CGG AAT 
Ala He Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His He Met Ser Glu Arg Asn 
135 140 145 



486 



GTT CTG TTG AAG AAT GTG AAG CAC CCT TTC CTG GTG GGC CTT CAC TTC 534 
Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val Gly Leu His Phe 
150 155 160 

TCP TTC CAG ACT GCT GAC AAA TTG TAC TTT GTC CTA GAC TAG ATT AAT 582 
Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu Asp Tyr He Asn 
165 170 175 180 

GGT GGA GAG TTG TTC TAC CAT CTC CAG AGG GAA CGC TGC TTC CTG GAA 630 
Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg Cys Phe Leu Glu 
185 190 195 
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CCA CGG GCT CGT TTC TAT GCT GCT GAA ATA GCC ACT GCC TTG GGC TAC 678 
Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu lie Ala Ser Ala Leu Gly Tyr 
200 205 210 

CTG CAT TCA CTG AAC ATC GTT TAT AGA GAC TTA AAA CCA GAG AAT ATT 726 
Leu His Ser Leu Asn He Val Tyr Arg Asp Leu Lys Pro Glu Asn lie 
215 220 225 

TTG CTA GAT TCA CAG GGA CAC ATT GTC CTT ACT GAT TTC GGA CTC TGC 774 
Leu Leu Asp Ser Gin Gly His He Val Leu Thr Asp Phe Gly Leu Cys 
230 235 240 

AAG GAG AA'_ ,..r GAA CAC AAC AGC ACA ACA TCC ACC TTC T*.:T O ACG 822 
Lys Glu Asn He Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr Phe Cys Gly Thr 
245 250 255 260 

CCG GAG TAT CTC GCA CCT GAG GTG CTT CAT AAG CAG CCT TAT GAC AGG 870 
Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin Pro Tyr Asp Arg 
265 270 275 

ACT GTG GAC TGG TGG TGC CTG GGA GCT GTC TTG TAT GAG ATG CTG TAT 918 
Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr Glu Met Leu Tyr 
280 285 290 

GGC CTG CCG CCT TTT TAT AGC CGA AAC ACA GCT GAA ATC TAC GAC AAC 966 
Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu Met Tyr Asp Asn 
295 300 305 

ATT CTG AAC AAG CCT CTC CAG CTG AAA CCA AAT ATT ACA AAT TCC GCA 1014 
He Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys Pro Asn lie Thr Asn Ser Ala 
310 315 320 

AGA CAC CTG CTG GAG GGC CTC CTG CAG AAG GAC AGG ACA AAG CGG CTC 1062 
Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg Thr Lys Arg Leu 
325 330 335 340 

GGG GCC AAG GAT GAC TTC ATG GAG ATT AAG ACT CAT GTC TTC TTC TCC 1110 
Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu He Lys Ser His Val Phe Phe Ser 
345 350 355 

TTA ATT AAC TGG GAT GAT CTC ATT AAT AAG AAG ATT ACT CCC CCT TTT 1158 
Leu He Ash Trp Asp Asp Leu lie Asn Lys Lys He Thr Pro Pro Phe 
360 365 370 

AAC CCA AAT GTC AGT GGG CCC AAC GAG CTA CGG CAC TTT GAC CCC GAG 1206 
Asn Pro Asn Val Ser Gly Pro Asn Glu Leu Arg His Phe Asp Pro Glu 
375 380 385 

TTT ACC GAA GAG CCT GTC CCC AAC TCC ATT GGC AAG TCC CCT GAC AGC 1254 
Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser He Gly Lys Ser Pro Asp Ser 
390 395 400 

GTC CTC GTC ACA GCC AGC GTC AAG GAA GCT GCC GAG GCT TTC CTA GGC 1302 
Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu Ala Phe Leu Gly 
405 410 415 420 

TTT TCC TAT GCG CCT CCC ACG GAC TCT TTC CTC TGAACCCTGT TAGGGCTTGG 1355 
Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 
425 430 
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TTTTAAAGGA TTTTATGTGT GTTTCCGAAT GTTTTAGTTA GCCTTTTGGT GGAGCCGCCA 1415 

GCTGACAGGA CATCTTACAA GAGAATTTGC AC A TCTCTG G AAGCTTAGCA ATCTTATTGC 1475 

ACACTGTTCG CTCGAATTTT TTGAAGAGCA CATTCTCCTC AGTGAGCTCA TGAGGTTTTC 1S35 

ATTTTTATTC TTCCTTCCAA CGTGGTGCTA TCTCTGAAAC GAGCCTTAGA GTGCCGCCTT 1595 

AGACGGAGGC AGGAGTTTCG TTAGAAAGCG QACCTGTTCT AAAAAAGGTC TCCTGCAGAT 1655 

CTGTCTGGGC TGTGATGACG AATATTATGA AATGTGCCTT TTCTGAAGAG ATTGTGTTAG 1715 

CTCCAAAGCT TTTCCTATOG CAGTGTTTCA GTTCTTT ATT TTCCCTT OTO GATATGCIGT 1775 

GTGAACOGTC GTGTGAGTGT GGTATGCCTG ATCACAGATG GATTTTGTTA TAAGCATCAA 1835 

TGTGACACTT GCAGGACACT ACRA CC I GGQ AGATTGTTTG TTTCTTCCAT ATTTGG AAGA 1895 

TAAATTTATG TGTAGACTTT TTTGTAAGAT ACGGTTAATA ACTAAAATTT ATTGAAATGG 1955 

TCTTGCAATG ACTCGTATTC AGATGCCTAA AGAAAGCATT GCTOCTACAA ATATTTCTAT 2015 

TTTTAGAAAG GGTTTTTATG GACCAATGCC CCAGTTGTCA GTCAGAGCOG TTGGTGTTTT 2075 

TCATTGTTTA AAATGTCACC TGTAAAATGG GCATTATTTA TGTTTTTTTT TTTGCATTCC 2135 

TGATAATTGT ATGTATTGTA TAAAGAAOGT CTGTACATTG GGTTATAACA CTAGTATATT 2195 

TAAACTTACA GGCTTATTTC TAATGTAAAC CACCATTTTA ATGTACTGTA ATTAACATGG 2255 

TTATAATACG TACAATCCTT CCCTCATCCC ATCACACAAC TTTTTTTGTC TGTGATAAAC 2315 

TGATTTTGGT TTGCAATAAA ACCTTGAAAA ATAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAA 2370 
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Fig. 2 

ixi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Thr Val Lys Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Ser Arg 
1 5 io I5 

Met Arg Gly Met Val Ala He Leu lie Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg 
20 25 30 

Met Gly Leu Asn Asp Phe He Gin Lys He Ala Asn Asn Ser Tyr Ala 
35 40 45 

Cys Lys His Pro Glu Val Gin Ser He Leu Lys He Ser Gin Pro Gin 
SO 55 60 

Glu Pro Glu Leu Met Asn Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser 
65 70 75 B0 

Gin Gin He Asn Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser 
85 90 95 

Asp Phe His Phe Leu Lys Val He Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val 
100 105 110 

Leu Leu Ala Arg His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val 
115 120 125 

Leu Gin Lys Lys Ala He Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His He Met 
130 135 140 

Ser Glu Arg Asn Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val 
145 150 155 160 

Gly Leu His Phe Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu 
165 170 175 

Asp Tyr lie Asn Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg 
180 185 190 

Cys Phe Leu Glu Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu He Ala Ser 
195 200 205 

Ala Leu Gly Tyr Leu His Ser Leu Asn He Val Tyr Arg Asp Leu Lys 
210 215 220 

Pro Glu Asn He Leu Leu Asp Ser Gin Gly E"S*3ie Val Leu Thr Asp 
225 230 235 240 

Phe Gly Leu Cys Lys Glu Asn He Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr 
245 250 255 

Phe Cys Gly Thr Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin 
260 265 270 

Pro Tyr Asp Arg Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr 
275 280 285 
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Glu Met Leu Tyr Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu 
290 295 300 

Met Tyr Asp Asn lie Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys pro Asn lie 
305 310 315 320 

Thr Asn Ser Ala Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg 
325 330 335 

Thr Lys Arg Leu Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu He Lys Ser His 
340 345 350 

Val Phe Phe Ser Leu He Asn Trp Asp Asp Leu He Asn Lys Lys He 
355 360 365 

Thr Pro Pro Phe Asn Pro Asn val Ser Gly Pro Asn Glu Leu Arg His 
370 375 380 

Phe Asp Pro Glu Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser He Gly Lys 
385 390 395 400 

Ser Pro Asp Ser Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu 
405 410 415 



Ala Phe Leu Gly Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 
420 425 430 
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